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中 华 蜜蜂 卵 表 面 微观 结构 及 化 学 成 分 初步 研究 


MRE, FRH”, RAR, Xl a 


(江西 农业 大 学 蜜蜂 研究 所 ,南昌 330045) 


摘要 : 为 认识 蜜蜂 的 工蜂 监督 机 制 , 利 用 扫描 电镜 分 别 观 察 了 中 华 蜜蜂 Apis cerana cerana 不 同类 型 卵 (蜂王 产 的 受 
精 卵 、 未 受精 卵 以 及 工蜂 产 的 未 受精 卵 ) 的 表面 超 微 结构 ,同时 用 气 - 质 联 用 技术 测定 了 各 类 型 卵 新 产 卵 (0 h) 和 5 h 
卵 的 表面 化 学 信息 素 成 分 。 结 果 表 明 :中华 蜜蜂 3 种 卵 表 面 均 覆 有 六 边 形 的 结构 ,结构 内 充满 小 突起 ,3 种 卵 的 大 
小 及 表面 超 微 结构 无 显著 差异 。 受 精 卵 表面 化 学 信息 素 种 类 比 未 受精 卵 更 为 丰富 ,C27:2 和 C27:1 可 能 是 卵 带 有 
的 标记 化 学 信息 素 。 
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A preliminary study on the ultrastructure and chemical components of 


egg surface of the Chinese honeybee, Apis cerana cerana 

YAN Wei-Yu, ZENG Zhi-Jiang" , WU Xiao-Bo, LIU Yi-Bo ( Honeybee Research Institute, Jiangxi 
Agricultural University, Nanchang 330045, China) 

Abstract: To understand the worker policing mechanism of honeybees, we compared the surface 
ultrastructure of queen-laid diploid and haploid eggs of Apis cerana cerana to that of worker-laid eggs 
using SEM and conducted a detailed comparative analysis on chemical components of newly laid (0 h) 
and 5 h eggs of various types by GC-MS. The results show that the egg surface is covered with an outer 
layer typified by hexagonal structures filled with small nodules and there are no differences between 
different types of eggs. The chemical components coating queen eggs, diploid and haploid, are more 


abundant than those of workers. C27:2 and C27:1 may be the chemical pheromones on the egg surface. 
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蜜蜂 社会 行为 学 特性 一 直 受 到 广大 生物 学 家 关 
TE ,其 原因 一 方面 是 人 们 意识 到 蜜蜂 给 农作物 授粉 
的 重要 性 , 另 一 方面 是 蜜蜂 社会 行为 学 研究 结 末 对 
整个 社会 行为 生物 学 领域 有 深远 影响 ( 黄 智 勇 ， 
1992; 曾 志 将 ，2003; My ME, 2005; RAET, 
200735 -K 8^, 2007) 。 近 20 年 来 , 蜂 群 中 工蜂 监 
督 一 下 是 密 蜂 社会 行为 人 研究 的 热门 课题 。 工 蜂 监督 
是 指 工蜂 通过 某 种 行为 或 机 制 来 限制 其 他 工蜂 产 
卵 。 大 量 研 究 表明 :西方 蜜蜂 Apis mellifera、 小 蜜蜂 
Apis florae 黄蜂 Vespula vulgaris 都 存在 工蜂 监督 行 
为 ( Ratnieks and Kvesscher, 1989; Halling et al., 
2001; Fosterand Ratnieks, 2004) 。 有 研究 表明 :中 
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华 蜜蜂 Apis cerana cerana 群 内 同样 存在 着 工蜂 监督 
JR (I SEES, 2007) ,蜜蜂 分 子 生物 学 研究 也 为 
中 华 蜜蜂 群 内 存在 工蜂 监督 行为 提供 了 有 力 证 据 
(Su et al.，2005 ; 谢 宪兵 等 ,2008 ) 。 

工蜂 监督 机 制 尚 不 清楚 ,工蜂 要 进行 工蜂 产 卵 
相互 监督 ,工蜂 显然 必须 辨别 出 蜂王 与 工蜂 产 的 卵 。 
目前 对 于 工蜂 是 如 何 辨 别 蜂王 产 的 卵 与 工蜂 产 的 卵 
有 两 种 学 术 观 点 ,一 是 认为 蜂王 产 的 未 受精 卵 与 工 
蜂 产 的 未 受精 卵 表 面 形 态 可 能 存在 结构 差异 ;二 是 
蜂王 产 的 未 受精 卵 可 能 带 有 标记 的 化 学 信息 素 , 而 
工蜂 产 的 未 受精 卵 却 没有 这 种 标记 的 化 学 信息 素 
( Ratnieks, 1995; Katzav-Gozansky et al., 2003; 
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Martin et al., 2004) 。 至 目前 为 止 ,还 未 见 有 关中 华 
蜜蜂 这 方面 的 研究 报道 。 鉴 于 此 ,我 们 研究 了 中 华 
蜜蜂 蜂王 产 的 受精 卵 ( queen-laid diploid eggs, QD) 、 
未 受精 卵 ( queen-laid haploid eggs，QH) 以 及 工蜂 产 
的 未 受精 卵 (worker-laid haploid eggs, WH ) 的 微观 
形态 和 嘱 表 面 化 学 成 分 ,初步 探讨 了 中 华 蜜蜂 工蜂 
监督 机 制 , 现 总 结 报道 如 下 。 


1 材料 与 方法 


1.1 实验 材料 
1.1.1 实验 蜂 群 :江西 农业 大 学 蜜蜂 研究 所 自然 条 
件 下 人 饲养 的 中 华 蜜蜂 。 
1.1.2 主要 试剂 :正己 烷 ( 色 谱 纯 ,上 海 姿 峰 化 学 
试剂 有 限 公司 ) 0X — R8 (Ar E, 天津 市 津 宇 精细 
化 工 有 限 公司 ) ,二 十 烷烃 (色谱 纯 , 购 于 Sigma 公 
司 , 为 进口 分 装 ) 等 。 
1.2 实验 方法 
1.2.1 3 种 卵 的 取样 :在 2007 年 3 月 至 5 月 份 期 间 
选取 群 势 在 4~5 脾 的 3 群 蜂 , 用 中 蜂 隔 王 板 将 蜂王 
固定 在 一 张 已 经 工蜂 清理 的 空 工蜂 梨 脾 上 产 卵 ,每 
隔 2 h 观察 蜂王 是 否 在 空 工 蜂 梨 脾 上 产 卵 。 若 蜂王 
已 在 空 工蜂 集 脾 上 产 卵 (0 h), BH ERR ES SENE, 
用 不 锈 钢 移 卵 需 ( 购 自 德国 ) 快速 取 5 ~6 个 蜂王 产 
的 受精 卵 放 入 装 有 4% 戊 二 醛 固 定 液 的 样品 瓶 中 保 
存 , 供 电镜 扫描 的 观察 卵 的 形态 使 用 。 同 时 用 不 锈 
钢 移 卵 器 移 取 蜂王 产 的 10 只 受精 卵 放 入 装 有 100 
uL 正己 烷 的 样品 瓶 中 浸泡 10 min ,吸取 液体 转移 至 
另 一 样品 瓶 中 ,同时 加 入 浓度 为 S0 ng/ uL 的 标 样 二 
十 烷烃 (C20)5 pL。 每 群 分 别 取 平行 样 3 个 ,标记 
好 放 入 -26 冰箱 冷冻 保存 , 供 分 析 卵 的 表面 化 学 
言 息 成 分 使 用 。 

MGE 0 h Bs, ETE T BEST RE EROR XX 
和 人 35 人 培养 箱 ,5 h 时 按 以 上 同样 的 方法 取 蜂 王 产 
的 5 h 受精 卵 样品 。 用 空 雄 蜂巢 脾 代 替 空 工蜂 车 
脾 , 取 蜂王 产 的 未 受精 卵 ,方法 同上 。 

当 取 完 所 需 的 蜂王 产 的 受精 卵 或 未 受精 卵 样品 
后 ,从 蜂 群 中 取出 2 ~3 脾 工 蜂 组 成 无 王 群 ,每 天 除 
去 蜂 群 中 出 现 的 急 造 王 台 ,直至 蜂 群 内 工蜂 开始 产 
卵 。 同 样 按 以 上 方法 取 研 究 需 要 的 0h 和 5 h 工蜂 
产 的 未 受精 卵 样品 。 
1.2.2 3 种 卵 表 观 超 微 结构 分 析 : 把 以 上 经 4% 戊 
二 醛 固 定 液 中 固定 的 卵 ,每 个 样品 随机 取 3 个 卵 经 
BERR IRIRE ,1% 雏 酸 固定 液 中 固定 2 h, AR 


绥 冲 液 冲洗 , 逐 级 丙酮 脱水 , 酷 酸 成 酯 置换 ,日 立 IB- 
3 型 离子 溅 射 仪 喷 金 ,日 立 5-570 扫描 电镜 观察 昭 
TH, 并 按照 相 上 的 尺寸 ,计算 3 种 卵 的 长 度 。 每 种 
类 型 的 卵 重复 3 次 (每 个 卵 只 做 工 次 ) 。 
1.2.3 3 种 卵 表面 化 学 信息 素 成 分 分 析 : 经 美国 
Finni-gan Voyager GC-MS 仪 分 析 3 种 卵 表面 化 学 信 
息 素 成 分 。 色 谱 柱 HP-SMS (30m x0.25 mm x 
0.25 um). RINAT, R CLE. ] mL/min ,分 流 
HE 10: 1, HEREA E 250C ,检测 器 温度 250C ,流速 
1 mL/min ,升温 程序 : 柱 初 温 60 (5 min) ,程序 升 
iH 20?C/min 至 180% ,然后 升温 5%C/Amin 至 250C, 
最 高 柱 温 350%C。 电 离 方式 El, 电离 能 70eV; 离 子 
源 温度 250Y ,扫描 范 围 40 ~ 450 u。 标 准 谱 库 为 美 
E NISTO2. L. (每 个 样品 只 测定 1 次 ,每 种 类 型 的 卵 
重复 3 次 ) 
1.3 数据 分 析 

实验 数据 采用 StatView 软件 “ANOVA and t- 
test" 中 的 “ANOVA or ANCOVA ”进行 统计 分 析 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 3 种 卵 的 大 小 与 表 观 起 微 结构 

蜂王 产 的 受精 卵 和 未 受精 卵 长 分 别 为 1.29 + 
0.05 mm 和 1.27 +0.02 mm, 工 蜂 产 的 未 受精 卵 长 
为 1.32 +0.08 mm,3 种 卵 长 度 差 异 不 显著 (P > 
0.05)。 从 图 1 可 见 ,3 种 卵 的 表 观 结构 非常 相似 ， 
均 为 圆柱 状 (图 1:A, D, G)。 卵 表面 均 履 有 六 边 形 
结构 (图 1:B, E, H) ,六 边 形 内 布 满 直径 为 0.5 ~ 
1 um 的 小 突起 (图 1:C, F, I), 
2.2 3 种 卵 表 面 化 学 成 分 分 析 

从 表 1 可 见 ,蜂王 和 工蜂 卵 表面 的 化 学 成 分 主 
要 是 C21 至 C29 的 烷烃 和 烯烃 类 化 合 物 , 烃 类 化 合 
物 中 以 烷烃 C23,C25,C27 和 C29 为 主 ;0h 和 5Sh 
时 ,蜂王 产 的 受精 卵 表面 化 学 信息 素 种 类 比 蜂 王 产 
的 未 受精 卵 和 工蜂 产 的 未 受精 卵 更 为 丰富 , 即 受 精 
卵 表 面 化 学 信息 素 种 类 比 未 受精 卵 更 为 丰富 ;在 0h 
和 5 bh 这 两 个 不 同 的 时 间 段 ,3 种 卵 表面 化 学 成 分 种 
类 和 含量 有 所 变化 ,但 没有 显著 性 变化 规律 。 

3 种 类 型 的 卵 表面 化 学 成 分 在 种 类 上 存在 差 
异 , 蜂 王 产 的 受精 卵 和 未 受精 卵 表面 均 含 有 C27:2 
和 x-C27:1, 而 工蜂 产 的 未 受精 卵 表 面 却 含 男 一 种 
物质 y-C27:1。 
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图 1 中 华 蜜蜂 卵 的 超 微 结构 
Ulstructure of egg surface of Apis cerana cerana 


D -下 :蜂王 产 的 未 受精 卵 Queen-laid unfertilized egg; 


Fig. 1 
A -C: 蜂 王 产 的 受精 卵 Queen-laid fertilized egg; 
unfertilized egg. 


3 讨论 


本 文 利用 扫描 电镜 对 中 华 蜜蜂 3 种 卵 进 行 表 观 
超 微 结构 扫描 ,发 现 3 种 卵 长 度 及 微观 结构 并 无 显 
将 差异 , 且 旷 表面 都 尾 盖 有 六 边 形 结构 ,六 边 形 内 充 
满 许多 小 突起 ,这 与 西方 蜜蜂 的 一 些 研 究 结 果 相 似 
(John, 2002; Katzav-Gozansky et al., 2003 ) 。 

虽然 西方 蜜蜂 工蜂 监督 机 制 研究 较 多 ,但 是 仍 
未 发 现 工蜂 在 卵 辨别 中 起 作用 的 化 学 信息 素 。 有 人 研 
究 通 过 分 析 卵 表面 的 碳 氧 化合物 差异 表明 C25 和 
C27 可 能 作为 西方 蜜蜂 工蜂 辨别 卵 类 型 的 关键 成 分 
( Martin et al., 2004) ,但 是 前 期 的 研究 结果 并 不 文 
持 这 种 结论 ( Martin et al., 2002; Katzav-Gozansky et 


G-I: 工蜂 产 的 未 受精 Worker-laid 


，2003 )。 有 实验 证 明 蜜 蜂 能 识别 出 直 链 烷烃 
C23 和 C25 的 特定 比例 混和 物 , 但 不 能 识别 两 种 纯 
的 化 合 物 ( Getz and Smith, 1987) 。 物 质 结构 差异 在 
化 合 物 功能 上 可 能 起 不 同 作 用 (Dani et al., 2003) 。 

中 华 蜜蜂 工蜂 监督 研究 表明 ,在 4 h 时 蜂王 产 
的 受精 卵 和 未 受精 卵 剩 余 率 都 显著 高 于 工蜂 产 的 未 
受精 卵 ( 谢 宪兵 等 ,2007 ) 。 寿 要 从 化 学 信息 素 角度 
来 解释 工蜂 监督 结果 ,有 2 种 可 能 :一 是 蜂王 产 的 受 
精 卵 和 未 受精 卵 可 能 带 有 标记 化 学 信息 素 ,而 工蜂 
产 的 未 受精 卵 却 没有 这 种 标记 化 学 信息 素 ; 二 是 工 
蜂 产 的 未 受精 卵 本 和 号 可 能 带 有 标记 化 学 信息 素 , 而 
MCEJPIUSERI BR BUR SCRBBATEUR EORR IU AE HS 
息 素 。 这 样 工 蜂 就 很 容易 辨别 出 蜂王 产 的 卵 与 工蜂 
产 的 卵 。 
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表 1 中 华 蜜蜂 蜂王 和 工蜂 卵 表面 的 化 学 成 分 比较 


Table 1 Comparison of the chemical components on the egg surface of worker and queen honeybee, Apis cerana cerana 


波峰 颖 保留 时 间 化 学 成 分 0 h (ng) 5 h (ng) 
Peak Peak retention Chemical op oH WH 
time (min) components QD QH WH 

1 34.98 C20 250 250 250 250 250 250 
2 36. 84 C21 10.95 +3.11 " - 26.24 +3.25 - 6.96 +2.36 
3 38. 63 C22 8.24 +1.96 - - 32.77 £4.50 - 4.68 +1.06 
4 40. 36 C23  75.17x10.89ab 62.86 x9.27a 90.56 £12.93b 112.09 +9.23A 55.18 +3.51B 106.58 +19.85A 
5 42. 00 C24 15.18 +5.92 - * 57.23 +18.68 - 11.78 +3.28 
6 43.11 C25: 27.03 +9.59 19.54 «3.06 - 31.75 +0.02 20.06 +4.93 * 
7 43.59 C25 238.30 +36.76 247.28 +44.29 241.218 x47.50 299.19+9.34 256.23 +27.77 239.22 +91.01 
8 44.41 Mu 7.48 +4.17 12.43 +3.92 " " " 15. 84 «9.47 
9 45. 66 C26 16.27 +3.40 * 34.62 +17.16 66.02+11.23A 11.54+2.83B 25.81 +12.13B 
10 45. 83 C27:2 15.96 +5.91 14.86 +3.94 - 15.21 +1.50 — 10.57 +0.84 - 
11 46.16 x-C27:1 130.91 +32.06 136.83 +26. 98 - 129.94+8.20 142.45 +7.77 - 
12 46. 23 y-C27:1 - - 43.13 +8.77 - - 43.21 «25.16 
13 46. 59 C27 133.34 £27.42A 184.21 x 77.714 367.69 €60.78B 240.61 +7.85 273.01 +70.69 333.46 +140. 88 
14 48. 00 C28 19. 84 x 4.10 - 26.588 £21.32 75.39 x21.42 13.01+0.71 15.23 «12.98 
15 48. 60 Mu 14. 44 € 13. 36 - 21.31 x3. 14 14.78 +3.62 " " 
16 49.38 C29 45.61 x6.60a 32.34 x3.04a 41.97 x22.30a 113.67 x17.56A 30.04 €3.93B 29.05 +20.41B 





* 表示 少量 (含量 少 于 1 ng); - 表示 无 ;不 同样 本 色谱 图 中 时 间 误 差 在 0. 05. min. 内 的 视 为 同一 波峰 。 同 一 行 相同 时 间 段 中 ,不同 的 大 \ 小 写字 
母 分 别 表 示 在 1% 和 5 多 水 平 上 存在 差异 显著 性 。* : A low amount (less than 1 ng); - : Not detectable. The peak retention time error within 0. 05 


min can be looked as the same chemical in different sample chromatograms. At the same time of one line, the capital and small letters indicate the 1% 


and 596 significant difference respectively. 


本 研究 发 现 的 C27:2、x-C27:1 和 同 分 异 构 体 y- 
C27:13 fp — FEIK KE ,前 一 种 为 含 2 个 双 键 的 烯 
烃 , 后 二 种 为 含 1 个 双 键 的 烯烃 同 分 异 构 体 。 烯 烃 
由 于 双 键 的 存在 ,因此 比 直 链 烷 烃 含 有 更 丰富 的 信 
息 , 较 适合 作为 蜜蜂 卵 的 信息 素 成 分 。 显 然 , 确 定 这 
3 种 二 十 七 矶 烯烃 双 键 的 位 置 并 进一步 进行 行为 学 
研究 ,将 有 助 于 人 们 揭示 中 华 蜜蜂 的 工蜂 监督 机 制 。 
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室 慑 爱 平 老师 帮助 和 指导 ,在 此 一 并 表示 衷心 感谢 。 
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